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1- β -D- ア ラ ピノ フ ラ ノ シ ル ナ ト シ ン (1- P- DTArabin ofur an O Sylcyto sine, Ar a-C)に よ る 白血病細胞 の ア ポ ト
ー シ ス 誘導機
序と ア ポ ト ー シ ス 関連者白である Fas抗原, BcL2蛋白お よ び細胞周期と の 関係を検討 した . ヒ ト骨髄性白血病細胞株 H L60細
胞 に対 して 種 々 の 濃度の Ar a-C とIgM 抗 Fa s抗体 を併用添加 し, そ の 際に 誘導 され る ア ポ ト ー シス の 程度をギ ム ザ 染色 に よ る
形態的観察 と D N A電気泳動を用い て観察 した. ま た , フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー 法 を 用い て Ara-C添加 時の H L60細胞 の Fa s抗原 ,
Bcl-2蛋白お よ び 細胞周期 の 変化を観察 した ･ 臨床 で使用 され る 大量血 甘 C療法 の 血祭濃度 に相当す る10FL M ない し30FL M の
高濃度Ara-Cを H L 60細胞 に添加する と6時間後 に明瞭な ア ポ ト ー シス が誘 導 され た が , 通常頻用 され る投与量ない し少量 Ar a-
C療法 の 際の 血 祭濃度である 0.1FL M か ら 1FL M の 低濃度 の Ar a-C で は, 1FL M におい て30時間後 に わず か な ア ポ ト ー シ ス の
誘導が み られ た の み で あ っ た . Ara-C とIgM 抗 Fa s抗体を併用添加す る こ と で ア ポ ト ー シス の 発現頻度 は増加 し た . こ の ア ポ
ト ー シ ス 増 強は , 低濃度血 甘 C添加2 4時間後 にIgM 抗 Fas抗体を漆加 し た場合 に著 しく, そ め作用は相乗的であ っ た . 一 方 ,
高濃度ArapC で は, 併用添加 に よ る ア ポ ト ー シ ス 増 強作用は相加的であ っ た . フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー によ る検討で は, 低濃度
の ArむCを24時間作用 させ た後に E u O細胞 の Fa s抗原量 の 増加 が み ら れ , 反復添加 に より こ の 作用 はさ ら に増強 した . 一 方 ,
Bcl-2蛋 白は , Ara-C添加で 変化 しなか っ た . 細胞 周期 の 観察に お い て は , 高濃度 の Ara-C添加は S期細胞 に選択的 に ア ポ ト ー
シス を誘発 し, 低濃度Ara-C に よ る30時間処理は , S期延長作用 な い しGl-S移行期 へ の 細胞 の 蓄積作用をもた ら した . さ ら に
IgM 抗Fa s抗体を低濃度 Ara-C に併用添加す る と 細胞周期非依存性 に著明 に ア ポ ト ー シス が誘導 され た. こ れ ら の 結果 より ,
Ara-C に よ る ア ポ トー シス は低濃度で はFa s抗 原-Fa sリ ガ ン ド系 に よ っ て 相乗的 に促進 され る可 能性 が示され , そ の 機序 と し
て は , Ara-C投 与 によ る Fa s抗原量の 増加が関与す る と考えら れ た . d 方 , 高濃 度で は, 主 にAra-Cの 直接作用 に よりS期 にあ
る 細胞 にア ポ ト ー シ ス が 生ずる もの と考えら れ た . ア ポ ト ー シス を効率よく誘導す る抗癌剤 の 投与法 や Fas抗原-Fa sリ ガ ン ド
系の 利用は , 将来 の 白血 病化学療法の 改善に寄与す るもの と思わ れ る.
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ア ポ ト ー シ ス は , 細胞の 死 に方の 一 つ で あり, 個体発生 の 器
官形成過程 で の 細胞死 や , 胸腺で の 自己反応性 T リン パ 球 の 排
除等の よう な生理的な過程で生 じ る不要な細胞 の 自殺 と して定
義 さ れ , 外的利敵 に よ る壊死 (ネ ク ロ ー シス )と 区別 し て論 じ
ら れ て きた1ト:】). 形態 的観察で は ア ポ ト ー シ ス を 生 じた 細胞 は ,
核 ク ロ マ チ ン の 核膜周辺 へ の 濃縮 に始まり, 核 の 断片化 お よ び
細胞膜 の 突起形成を生 じ, 最終的 には 細胞膜で包ま れ た 断片化
した核を有す る ア ポ ト ー シス 小体 に分裂 して 周辺 の マ ク ロ フ ァ
ー ジ に よ っ て会食 さ れ る ト3). 生 化 学的 に は, 初期 に核 D N Aの
ヌ ク レ オ ゾ ー ム 間 の 結 合部位 で の 二 重鎖切断が 生 じ , こ れ が
D N Aの 電気泳動 に よ っ て 約180塩基対 の 整数倍 の 断片 (ラ ダ ー )
と して観察 さ れ る
ト3)
. ア ポ ト ー シス は, 細胞外か ら の 刺 激 に応
じて細胞内の信号伝達機構を介 して エ ン ドヌ ク レ ア ー ゼ の 活性
化 が生 じ, 自 ら D N Aを切断する こ と に より生 じ る能動的な細
胞死であ る と考えられ て い る1ト4)
一 方, 悪性 腫瘍 の 化学療法 は , どの よ う に し て膿瘍細胞を損
傷 し, 破壊 す る か に主眼 を お い て研 究が 進め られ , 抗癌剤 の 作
用機序もそ の 観点か ら代謝括抗剤, トポ イ ソ メ ラ ー ゼ 阻害剤あ
る い は ア ル キ ル 化剤 な ど , 腫瘍 細胞を障害す る第 一 の 作 用点 に
よ っ て 分類さ れ てき た が , こ れ ら の 第 一 の 作用点か ら細胞 の 死
に至 るまで の 最終経路 は こ れ まで 明か で は なか っ た ∴ しか し,
ア ポ ト ー シス 研究 の 進展 に よ り, 本来非生 理的 な刺激 で, か つ
それ ぞ れ 作用点が異 な る は ずの 種 々 の 抗癌剤投与も生体外 の 実
験に お い て は , ほ と ん ど の 場 合最終的 には ア ポ ト ー シ ス に よ っ
て 細胞 を死滅 させ る こ とが 明 か と な っ た5 ト1(". 近 年白血 病 の 化
学療法時に お い て も生 体内の 白血 病細胞 に アポ ト ー シ ス が 生 じ
て い る こ と が 報告 さ れ , 抗癌 剤処理 に よ る ア ポ ト ー シ ス は, 治
療効果 に直接結 び付く硯象で ある こ と が 知 ら れ て い る 11). 生 体
で は 投与可能な抗癌剤 の 濃度 に限界があ る こ と, ま た , 有効な
新規抗癌剤の 開発 が進 ん で い な い こ と を考え る と, 抗癌剤 によ
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ArむC に よ るアポ ト ー シ ス の 誘導
るア ポ ト
ー シ ス 誘導の 機序 を さ ら に検討 し, 既 存の 抗癌剤を用
い て 効率 よく癌細胞 に ア ポ ト ー シ ス を誘 導する手段 を開発する
こと は , 今後の 悪性腫瘍の 治療 に新た な 可能性 をもた らすもの
と思わ れ る .
り 心 アラピノ フラノ シルチ トシン勘 沌 血 abin ofur an o sylcyto sin e,
血甘C)は急性骨髄性白血病治療の 中心薬剤と して 頻用 され る代
謝桔抗剤であり, 人体 の 核酸成分であ る シ ナ ジ ン と は糖部分 の
みを異 にす る ヌ ク レ オ シ ドで ある . 血 甘 Cの 抗 腫瘍作用は D N A
に取り込ま れ て D N A合成を延長 さ せ た り , 複 製を阻害す る こ
とで発揮 さ れ る と考えら れ て い た が , 最 終的に は ア ポ ト
ー シス
で細胞を死 滅させ る こ と が Gu nji ら
7}の 研究 で明か と な っ た . し
たが っ て , 白血 病 の 化 学療法を検討す る上 で Ar a-C の ア ポ ト ー
シ ス 誘導磯序を研究す る こ とは 重要と思 われ る . こ れ まで の 生
体外で の 実験 で は, 血 甘 C によ る ア ポ ト
ー シ ス は 時間お よ び 濃
度に依存性 であり, 10〃 M 以上 の 高濃度 で は , 4ない し6時間
で骨髄性白血病細胞株 に明瞭な ア ポ ト
ー シ ス を 誘導す るが , 1
〃 M 以下 の 低膿度で は2 4時間以 上 の 接 触で よう やく わ ずか に
D N Aの ラ ダ ー が 観察され る の み で あ る
7)1 2}1 3)
. しか し, 臨床 に
おい て は 通常 の Ar a-Cの 投与法 で得 られ る血 祭中濃度 は 1FL M
をはる か に 下 回 るもの で ある にもか か わ らず, 体内の 腫瘍細胞
は減少 し, 一 定の 治療効果が得 られ て い る
14)1 5)
. こ の こ と か ら,
血 a_C に よ る直接 の アポ ト ー シ ス 誘 導機構 に加えて , 生 体内で
は更 に何 らか の 腫瘍細胞除去機構が関連す る可能性も考えられ
る .
ア ポ ト ー シス 関連蛋白 の 一 つ で ある Fa s抗原 は , ア ポ ト ー シ
ス の 信号を細胞内に伝達する特異 な細胞表面蛋白であり, こ れ
に接合す るIgM 抗Fa s抗 体をFa s抗 原を発現す る細胞 に作用さ
せ る と ア ポ ト
ー シ ス が 誘 導 され る
1【i)
. 近年Suda ら 17)に より ,
IgM 抗Fa s抗体 に相当す る Fas
l) ガ ン ドが 生 体内で は 活性化細
胞障害性 T リン パ 球表面な ど に 発現 さ れ て い る こ とが 発見 さ
れ, Fa s抗原-Fa sリ ガ ン ド系が 自己反応性丁細胞 の 除去や肝炎
の 際の 肝細胞 の 破壊な どに 主要な役割 を は た す こ と が 明か と な
っ て い る
1机～一)
. Ar a-C によ る骨髄性白血病細胞の ア ポ ト ー シス の
際には わ 酬 な ど の ア ポ ト
ー シ ス 関 連遺伝子 の 発現が克進する
こと は 報告 さ れ て い るが 7), Fa s抗 原が Ara-C によ る アポ ト ー シ
ス に何 ら か の 関係を有す る か否か は 不明であ る.
一 方, アポ ト ー シ ス は様 々 なア ポ ト ー シ ス 関連遺伝子あ る い
は蛋白 に よ っ て抑制的 にも調節 され て い る こ とが 知 ら れ て い る
が2 0), 特 に ア ポ ト ー シ ス 抑制遺伝子で ある みcJ-2の 産物 で あ る
Bcl-2蛋白は , 抗癌剤 に よ る ア ポ ト ー シ ス や Fa s抗原 を介する ア
ポ ト ー シ ス にも抑制的 に関与す る こ と が 報告 さ れ て お り
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,
血a-C に よ る ア ポ トー シ ス 誘導と の 関連を調 べ る こ と は興味深
い
. また , フ ロ ー サ イ ト メ トリ
ー を用い た ア ポ ト ー シス の 解析
で は, 抗 癌剤誘発性 の ア ポ ト ー シス の 一 部 は特定の 馴包周期 に
特異的に ア ポ ト ー シ ス を誘発す る こ と が 報告 さ れ て い る
23124)
血 a-C は代 謝括抗剤 と し て の 性 質よ りS期 に作用す る と 考え ら
れ て い る が , Ar むC に よ るア ポ ト
ー シ ス と細胞周期の 関係 は い
まだ に明か にな っ て い ない .
本研究 は Ar a-C に よ る白血 病細胞 の ア ポ ト
ー シ ス 誘導機序
を, 主 に Fa s抗 原と とも に Bcl-2蛋白 や 細胞周期 と の 関連 か ら
も明か に する こと を目的と して行 っ た . そ の ため に ヒ ト骨髄性
白血病細胞株 に種々 の 濃 度の Ar a-C と抗 Fa s抗体を併用添加 し
て アポ ト ー シス 誘導の 程度を形態学的, 生化学的に観察す る と
と もに
, 血 甘 C添加時の Fas抗原 , Bcl-2蛋白の 変化 お よ び細
277
胞周期 の 変化 と アポ ト ー シス の 関係を フ ロ ー サ イ ト メ トリ
ー 法
を用 い て検討 した .
材料お よ び方法
Ⅰ . 細胞お よび薬剤
ヒ ト急性骨髄性白 血病細胞株 と して H L60細胞 を使用 し た.
H L 60細胞 は 酎ヒ学研究所細胞銀行 (つ く ば)より提供を受け,
10 %牛胎児血清(fetalc alfs e ru m, FC S) (Gibc oB R L, Ne wYork,
U S A) 添加R P M I 1640培地 (Gibc oB R L)に浮遊 し, 37 ℃,
5% C O2の 条件下 で 培養 した. 細胞 は細胞密度が定常期 に達 した
とき に新 た な培地 に継代 し, 実験 に は全 て対数増殖期 にあ る細
胞 を使用 し た . Ar a-C (日 本新 薬 , 京都 )は 10% FC S添加
R P M I1640培地 に100FL M お よび 1m M の 過度で 溶解 し, 便用
時 ま で - 80℃ に保存 した . IgM 抗Fa s抗体(clo n eC H ll, 医学生
物学研究所, 名古屋)は10% F CS添加R PMI1640培地に20/1 g/ml
の 濃度で 溶解 し, 使用時まで - 80℃に保存 し た.
Ⅰ . ア ポ ト ー シス の誘導実験
H L 60細胞 を300個/FLlの 膿度 に調整 し, 5 mlない し10mlず
つ 培 養 フ ラ ス コ に 分注 し, 薬剤 を 添加 し た . Ar a- C とIgM 抗
Fa s抗体の 併用 に よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘導を検討す る ため に単
剤 に よ る 予備実験を行 い , 各薬剤の 作用濃度と作用時間を下記
の 如く決定 した . すなわ ち, Ar a- Cの 投与濃度を高膿麗辞(10
′L M , 30FL M )と低濃度群(0.1FL M ,0･5p M, 1FL M)に設定 し,
IgM 抗Fa s抗体 の 投 与濃度は0.1/L g/ml と した. 高膿 度群で は
Ara-C単剤 ない しIgM 抗 Fa s抗体0.1p g/ml を同時 に併用 して ,
37 ℃, 5% C O2の 条件下 で 6時間培養 し, ア ポ ト
ー シス を観察 し
た . 低 濃度群で は , 如 a-Cを培地に添加 して37℃, 5% C O2の 条
件 下 で 24時間培養 し た後, 10 ‰F C S添加 RPMI1640培地 にて 再
度細胞数 を 30 0個/FLl に調 整 し , 次 にIgM 抗 Fa s抗体 0･1/1
g/mlを揺如 して更 に6時間(合計30時間) 培養し, ア ポ ト シ
ス を観察 した . 各実験は 少なく と も3回施行 し た.
Ⅲ . ア ポ ト ー シス の観察お よ び定量
1. 形態学的観察と定量
H L60細胞を300個//ノ ‖二調整 し, 検体100〃1 を800回転, 10
分 間サ イ トス ピ ン2(Shando n, Pittsbu rgh, U S A) を用い て 遠心
塗抹 し, 風乾後ギ ム ザ 染色を施 した . 光学的顕微鏡下 で 対物 レ
ン ズ油浸系100倍で 順 に500和胞 を観察 し, こ の 中で 核 ク ロ マ
チ ン の 濃縮お よ び 柁の 分断化 な ど, 典型的 なア ポ ト
ー シ ス の 特
徴 を示す もの を数えた . な お, 複数の ア ポト ー シ ス 小 体が , そ
の 大き さお よ び位置関係か ら椚一 つ の 細胞 に由来する と 考え られ
る場合は , 1偶 の ア ポ ト ー シ ス と して 計数 し た . 50 0細胞中 の
ア ポ ト ー シス の 発現率 を パ ー セ ン ト で 表 した 畔
)
.
こ の 際, コ
ン トロ ー ル 培養 で観察 され る ア ポ ト ー シ ス の 自然発現率を差し
引い て 算定 し た.
2 . D N A抽出と D N A ラ ダー の 観察
抽出時 の 操作に よ っ て D N A が断裂す る こ と を極力防止する
ため , 細胞を低融点ア ガ ロ ー ス に 封入 した後 に細胞質を融解 し,
D N A ラ ダー を含 む低分子量 D N Aの み を抽出する操作を行 っ
た .
H L60細胞を リ ン 酸硬衛生埋的食塩水 (pho sphate-buffe r ed
salin e, P B S) bH 7.3 ～ 7.65) (日水製薬, 束京)で 2回洗浄後2×
10
4
個/〃1 に調整 した ･ 細胞浮遊液150〃lを当量の 融解 した低
融点ア ガ ロ ー ス (ア ガロ
ー ス G B, 和光純薬, 大阪)と混合 し, 容
量100〃1の プラ ス チ ッ ク モ
ー ル ド に分注 し･ 1× 10憫 の細胞
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を含むア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク を作製 した . 各ブ ロ ッ ク を2 50〃1
の ES P液(EDT A 5m M! 0.5% S D S,1 YislOm M , プ ロ テ ィ ネ ー ス
K 50〃 g/ml)を満 た した エ ツ ペ ン ドル フ ナ ュ ー ブ 中 で 50℃,
48時間震浸 し た･ 次 に , E S P液各200〃1を セ フ ァ デ ッ ク ス G→
50(Pha r m a cia, Up psala,Sw eden )を充填 した カ ラ ム に分注 し,
3 00 0回転1 0分間遠心 し て 濾過 し, D N A を分離 し た (spu n-
C Olu m n chro m atography). こ の 濾 過液に10M 酢酸 ア ン モ ニ ウ
ム (和光純薬)1/4量を添加 し , 2倍量 の 純 エ タ ノ ー ル を加え ,
4 ℃ で5分間静置後 - 20℃で 1時間 エ タ ノ ー ル 沈殿 して 低分子
量 D N Aの ペ レ ッ トを得 た , 各ペ レ ッ トは風 乾後T E液 汀ris lO
m M , E D T A lmM)2 0Fllに 溶解 し4 ℃ に て保存 した . こ の D N A
溶解液10FL =こ40 0FL g/mlの R Na s eA(Sigm a,St. Lo uis, U S A)2
〃1を加えて 37℃ 1時間処理 し, 各6〃1を1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル
上 で10 0 V, 35分間電気泳動 した . 電気泳動後 ゲ ル を エ チ ジ ウ
ム ブ ロ マ イ ド に て 30分間染色 し, 紫外線照射下 で 写真揖影 し
て D NA ラ ダー を観察 した .
Ⅳ . Ara- C添加 に よ る Fa s抗原量 お よ び Bcl- 2蛋 白発現 の変
化の解析
黄剤非添加 の コ ン ト ロ ー ル , Ar a-C l OFI M ない し30iL M を
添加 して4 ない し6時間培養 した 群, 血 甘 C O.1〃 M, 0.5〃 M な
い し1FL M を添加 して 6ない し24時間培養 した群 , お よ び Ara-
C O･05/∠ M ない し0.1/J M を24時間毎 に3回添加 して計72時間
培養 し た群を作成 し, 下記 の 解析 を行 っ た .
1 . Fa s抗原量 の 解析
H L 60細胞をP B S にて 3回洗浄 し, 5× 105個 ず つ エ ツ ベ ン ド
ル フ ナ ュ ー ブ に 分注 . 上 清を吸引後 1 100倍希釈IgG抗 Fa s抗
体(clo n e:U B 2/m o u seIgG l, 医学生物学研究所)30FElを加え ,
氷上 で 30分間混和 し た, 0.1 % ア ジ化 ナ トリ ウ ム (和光純薬)お
よ び2 % F CSを添加 した PBS にて 2回洗浄後, 再び 上 清を吸引 し,
10倍希釈 フ ル オ レ ス セ イ ン ･ イ ソ チ オ シ ア ン 酸 (flu o r e s c ein
is othio cya n ate, FIT C) 結合ウサ ギ抗 マ ウス IgG l抗体 (D A K O,
Glo strup, De n m ark)30FLlを加え, 同様 に 氷上 で 30分間混和 し
た . 0
.1%ア ジ化 ナ トリ ウ ム お よ び 2% F C Sを添加 した P B S にて 2
回洗浄後, 細 胞浮遊液と し て解析 に供 し た . 解析 は EPIC S-ⅩL
フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (CoulterEle ctr o nics, Lo ndo n, U K)にて
5000個 の 細胞を測定 して 行 っ た . な お , ア イ ソ タ イ プ の コ ン ト
ロ ー ル と して マ ウ ス IgGl(D A K O)を使用 した .
2 . Bcト2蛋白発現 の 解析
1.と 同様 に H L 60細胞を3回洗浄後, Ta m ar uら の 方 法側 に従
い
, 4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド(和光純薬)添加P BS に て室温2 0
分間固定し た. 次 に0.1% トリト ン Ⅹ100(和光純薬)添加50m M
トリ ス ク ロ ル 纏衝液 に て 5分間処理 した. 0.1% ア ジ化 ナ トリ ウ
ム お よ び2% F C S を添加 し たP B S に て3回洗浄後, 5× 105個 ず つ
エ ツ ベ ン ドル フ ナ ュ ー ブ に分注した . 抗 Bcl-2抗体 (DA E O)を
4/∠ g/mlの 濃度 と な る よ う に添加 し, 氷上 で 20分間混和 した
後, 0.1% ア ジ化 ナ トリ ウム お よ び 2% F C Sを添加 した P B S に て2
回洗浄 した . 上 晴を吸引 し, 10倍希釈 FIT C結合 ウ サ ギ 抗 マ ウ
ス IgG l抗体30/∠lを加えて , 氷上 で 30分間混和 し た . 0.1% ア
ジ化ナ トリ ウム お よ び2% F CSを添加 し たP B S に て2回洗浄 の 後
に, E PI C STX Lフ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を用い て5 000個 の 細胞を
解析 し た ･ ア イ ソ タ イ プ の コ ン ト ロ ー ル と して マ ウ ス IgG lを
使用 した .
V. Ar a･ C 投 与 に よ る 細 胞周 期 の 変 化 と ア ポ ト ー シ
ス の 関係 の 検討
実験Ⅰ と 同 じよ う に･ H L 60細胞 にAra-C lO/L M ない し30FL M
を添加 して 6時間培養 した群 , 血 むC O.5〃 M ない し1〃 M を添
加 し て30時間培養 した 群･ お よ び Am -C O･5〃 M ない し1/J M
を添加 し て24時間培養後IgM 抗 Fa s抗体0.1FL g/mlを添加 し,
更に 6時間(計30時間) 培養 した群 の 3 つ の 群を作成 し た. そ れ
ぞ れ の 細胞 を P B S に て3回洗浄 し, 70 %エ タ ノ ー ル に て - 20℃,
30分間固定 し た . その 後, 再度P B S に て1回洗浄 し, R Na seA
lm g/ml を加え て37℃, 20分 間静置 し, 次 に P B S に て1回洗
後, ヨ ウ化 プ ロ ビジ ウ ム (Sigm a)5/1 g/ml を加え, 室温暗所に
て 30分間染色 した . 更 にP B S にて1回洗浄 し, 細胞浮遊液を作
成 し た. E PI C S X ⊥フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に て20000個 の 細胞を
測定 して, D N Aヒ ス ト グ ラム を得 た.
Ⅶ . 統計処理
Ar a-C とIgM 抗 Fas抗 体 の 併周 に よ る ア ポ ト ー シ ス 誘 導効果
を検討する た め に , jh･a-C 単独添加時 お よ びIgM 抗 Fas抗 体単
独添加時 の ア ポ ト ー シ ス 細胞発現頻度 の 合計 と Ara- C お よ び
IgM 抗Fa s抗 体 の 併 用漆加時 の ア ポ ト ー シス 細胞発現頻度を対
応の あるt検定を用 い て 比較 し た . 両者間で 有意差が あれ ば併
用 によ るア ポ ト ー シ ス 誘導効果は相乗的, 有意差 がなけれ ば相
加的と判定 した .
成 績
I . Ar a-C, IgM 抗 Fa s抗 体, お よ び両者 の添加 に よ る アポ
ト t シス の 誘導
1 . 形態学的観察
薬剤 を漆加 しな い コ ン トロ ー ル で は アポ ト ー シス を示す細胞
は ほ と ん ど認 め られ な い (図1A)が , IgM 抗 Fa s抗 体単独添加
(図1 B)お よ び 高濃度 Ar a-Cの 単独添加 (図1C)で は 6時間後に
ク ロ マ チ ン の 濃縮 , 核の 断片化ヤ ア ポ ト ー シ ス 小体 の 形成 な ど,
典型 的 な ア ポ ト ー シ ス を 示す細胞が 出現 した . また , 高濃度
Ar かC とIgM 抗 Fas抗 体の 両者 の 添加 に よ っ て ア ポ ト ー シス 細
胞 は 更に増加 し た (図1 D). 一 方 , 低 濃度の Ar a-C投 与 にお い
て は, 単独揺加 で は 血 a-C l〃 M の 30時間の 曝露でも誘導さ れ
る ア ポ ト ー シス は ごく わ ずか で あ っ た (図1 E). しか し, IgM
抗Fa s抗体 を24時間後か ら添加 して6時間, 計30時間培養する
と ア ポ ト ー シス 細胞が 著 しく増加 した (図1F).
2 . D N A電気泳動
IgM 抗 Fa s抗体単独(図2C)あ る い は高濃度血 ･a-Cの 単独添加
(図2Jお よ びL)で は , 6時 間で ア ポ ト ー シ ス を生 化学的に反映
する約180塩基対 の 整数倍 の ラ ダ ー が明瞭 に観察 さ れ た . 一 方,
低漉度の Ar 計C の 単独添加で は, 30時 間後でも極く淡 い ラ ダ ー
が み られ る の み で あ っ た (図2 D, F, H). Ar a-C とIgM 抗Fas抗
体の 両者 の 添加 で は , そ れ ぞ れ ラ ダ ー の 増強が 観察さ れ たが ,
形態学的な変化 と伺様 に低濃度 の Ar a- C とIgM 抗 Fa s抗体の 両
者を漆加 し30時間培養 した群 で , よ り強い 増強が み られ た (囲
2 E, G,Ⅰ).
3 . ア ポ ト ー シ ス の 発 現率
高濃度Ar a-C群 で は, 10〃 M 単独添加6時間後 に平均7.0%,
30/ノ M 添加 で は 平均 18.1%の ア ポ ト ー シ ス が 誘導 され , IgM抗
Fas抗 体の 併用 で更 に増強 した (表1). しか し, 両者の 添加で
得 ら れ た ア ポ ト ー シ ス の 発現頻度は , Ar a- C お よ びIgM 抗Fas
抗体 の それ ぞ れ単独添加で誘導さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 発現頻度
の 合計 と比較す る と, 統 計学的 に有意な差 は な か っ た . 一 方 ,
低濃度 血 甘 C添加群 に お い て は , 0.1/∠ M の 30時間単独添加で
Ar a-C によ る ア ポ トー シ ス の 誘導
はア ポ ト
ー シス は誘導 さ れ ず, 0.5〃 M お よ び 1〃 M の 添加に
お い てそ れ ぞ れ 平均 1,7 % お よ び7.2%の ア ポ ト
ー シ ス が観察 され
た. しか し, ArかC を2 4時間揺加 した 後にIgM 抗Fa s抗体を添
加 した 際 の ア ポ ト
ー シス 誘導効果 は著 しく , Ar a-C O･1/L M で
平均14.6 %, 0.5〃 M で平均30.5%, 1〃 M で平均 37･5%の ア ポ ト
～ シ ス が 観察 さ れ た . こ の 発現頻度 は , Ar a-C お よ びIgM 抗
Fas抗体 の そ れ ぞ れ 単独添加 で観察 され る ア ポ ト
ー シ ス 発 現頻
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度 の 合計を有意に上 回 っ た(表2).
II. Ara_ C添加時の Fas抗原量 お よび Bcl-2 蛋白発現の変化
図3 に対数増殖期の HL 60細胞の Fa s抗 原お よ び Bcト2蛋白 の
発現パ タ ー ン を示す. 両者 とも に恒常的な発現が観察さ れ た.
低濃度血 甘 C(0.1〃 M , 0.5〃 M およ び1〃 M )を漆加 し24時間
培養する と Fa s抗原量 は増加傾向を示 したが , 低濃度血 甘 Cの 6
時間添加お よ び 高濃度 Ara-C(10FJ M およ び30fL M )の 4, 6時
Fig. 1. Mo rphologicala nalysis of H L60censtre ated wi th Ar a-C a nd/orIgM a nti･FasM oAb･ (A)Co ntroIcultu r e･ (B)Cellstre ated
with
IgM a nti-Fa sM oAb. ㈱ Co ntroIc ultu r e. (B)Cellstr e ated with IgM antL Fa sM oA b fo r6hr･ (C)Cellstre ated with 30FL M o
f Ar a-C for
6hr
. O))Cellstre ated wi th 30FL M of Ar むC c o mbin ed with the MoAb･ 田)Cellstr e ated with lp M of Ara:C for30hr･ の Cen
str eated
with 1p M ofAra
- C fo r3 0hr c o mbin ed with the MoA b･ Origin al m agninc atio n,× 400･ T he a rr o w s r epre s e nt apoptotic c ells wi th
m e mbr aneblebbing, a ndc o nde n s ed and fragm e ntedn u clei･
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Fig･2･ Aga r o s egel ele ctropho re si of DN Afragm e ntatio nin
H L 60c ell$ pr Odu c ed by Ar aNC a nd/o rIgM anti-Fa sM oAb.
I･a ne A, m Ole c ular W eight m a止 er;1an eB, u ntre ated c ontr ol;
1a n eC,IgM a ntiゼa sM oA b fo r6hr;1a n eD,0･1FL M of Ar a-C
fbr30hr;1ane E,0.1FL M of Ara
-C c o mbin ed with the MoA b;
lan eF, 0･5FL M of 血
･
a-C for 30hr;1an eG, 0･5FL M of Ara-C
C O mbin ed with the M oAb;1an eH, 1fL M of Ara
-C for30hr;
1an eI,1FL M of Ara-C co mbin ed wi the M oAb;1an eJ, 10FL
M of Ar a-C for6hr;1an eK, 10FL M of Ar a
･C c o mbin ed with
the MoA b;1a n eIJ ,30FL M of Ara- C fo r6hr;1a n eM ,30FL M of













Tab le l･ Apoptosis of H L60 c ells tre ated with high-do seof
Ara-Cfor 6 hrco mb in ed with IgM anti-FasM oA b
Co nditio n s 畏買㌫雲;
IgM a nti-Fas M oA balo n e
Ara-ClOFL M alo n e
Ara- ClOFL M co mbined with
IgM an ti- FasMoAb
Ara- C30iL M alon e
Ar a- C30FL M c o mbin ed wi th






H L60 c e11s w ere e xpo sedto100 r3 0FL M Ara-C and/ orO.1
咤L禁慧票.慧慧誌慧畏慧bf5｡｡｡ e11s
COunted. Apoptosis(%)ofc o ntroIcultu re w as subtr actedfrom
e achvalue.
Logflu ore s c e n c einte n sity
Fig･ 3･ Fa s antige n and Bclr2 protein e xpre s sio n o nHI･60cells. GA) H L60c ells stain ed wi th IgG a nti-FasMoA ba nd co ntr ol IgG l. CB)
H L60c ells stain ed with IgG a nti-Bcl-2 MoAb and c o ntr oI IgG l･ Dotted lin e s, histogr a m s of IgG a nti-FasM oA bo ra nti-Bcl-2 MoA b
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IJ Ogflu o r e s c enc einte n sity
Fig. 4. Fas antige n e xpr es sio n o nH L60c ellstre ated with Ara
-C･ ㈱ H L60c ells tre ated wi th 1fL M of Ara-Cfbr24hr･ @ )H L 60c ells
tr e ated with 30FL M of 血
･
a･C fo r6hr･ T hicklydotted lin e s･ histogr am S Of Ara
-C-tr e ated c ells stain ed with IgG a nd
-FasMoAb;thinly
dotted lin e s,histogra m s ofu ntre ated c ells stained with IgG anti
-Fa sM oA b;r e allin e s,histogram s ofc ontr ol IgG Istaining
Table 2･ Apoptosis of H L60 ce11s tre ated with lo w
-dos e of














Lognu o r e s c e n c einte n sity
Fig･ 5. Fa s a ntige n e xpr e s sio n o nH L 60c ellstr e ated with
r epe ating administratio n of O.1FL M ofAra
-C 3tim e s e v e ry
24hr. T hikly dotted lin e, histogra m of Ar a
-C-tre ated c ells
Stain ed wi th IgG antiNFasM oAb;th inlydotted lin e,histogr am
Ofu ntr e ated c ells stain ed wi thIgG a ntipFa sM oA b;r eal 1in e,





IgM a nti-Fa sM oA balone
Ara-CO.1/ LM alo n e
Ara-C O･1/1 M c o mbin ed with
IgM anti-Fas M oA b
Ara-C O･5[L M alone
Ar a-CO･5FL M co mbin ed with
lgM ant トFas M oA b
Ar a-C l/L M alone
Ara-Cl/L M c o mbin edwith








H L 60cells werepre-incubatedfo r2 4 hr with O,0 ･l,0･5 0rl/L
M Ara-C andthen e xpos edto n o n e orO･1FLg/mlof IgM a nti
-
FasMoAb for6 addition al hr.
a)
Freque n cy ofapoptosis w as expressed asper cen t of 500c ells
c ounted, Apopto sis(%)of co ntroIclutur e w as subtra ctedfro m
eacbv al11e.
*Valu es significa ntly differ ent(p<0･05 by paired t
-teSt) &o m
the su m oftho se s ee ninc ellstr eated withAra-C alo n e and IgM















Logflu o r esc enceinten sity
Fig･ 6･ BcL2pr otein expre s sio n on H L 60c ellstre ated with Ar a-C･ GA)H L60c ellstr e ated with 1FL M ofAra-C for24hr. (B)H L 60c ells
tre ated wi th 30FL M of Ara
-C for6hr･ T昆cklydotted line s, histogr am S OfAra-C-tre ated cells stain ed wi th IgG anti-Bcl-2 MoA b; th in 1y
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Fig･ 7･ D N A histogr a m of H L 60c ells a nalized u sing flo w
CytO m etry･ 1, Sub-GI Pe ak whichr epre s e nts apoptotic c ells;2,
C ellsin Gl Or G｡pha s e;3, C ellsin Spha se;4, C ellsin G2 0 rM
pba se.
間添加 で は明らか な変化 は認 めなか っ た ･ 図 仏 に 血 甘 C l〃 M
を添加 し24時間培養 した 際の Fas抗 原量の 変化を, 図4 Bに30
〃 M 添加6時間後の変化を示す . 前者 で は コ ン トロ ー ル と比較
して蛍光強度 の 増強 を認 め , 後者で は コ ン トロ ー ル と 差が なか
っ た
･ 24時間毎に3回0･05〃 M な い し0.1 〃 M の 血 甘 C を培地
中 に添加す ると Fa s抗原畳 は著明に増加した . 図5 にAr a- C O.1
〃 M を24時間毎 に3回添加 した 際 の Fa s抗 原量 の変イヒを示す
が , コ ン ト ロ ー ル と比較 し て 著明 な蛍光強度の 増加を認め た .
一 方 , Bcl-2蛋白 の 発現 に は い ずれ の 濃度の Ara-C添加 にお い て
も明ら か な変化を認 めなか っ た ･ 図6 に 血a-C l〃 M 添加24時
間後 お よ び30FI M 添加 6時間後の H L6 0細胞 の Bcl-2蛋白発現
の 変化を示す が , い ずれ も コ ン トロ ー ル と比 較 して 変化 は なか
っ た .
Ⅱ ･ Ar a- C に よ る細胞周期 の変化 とIgM 抗 Fa s抗体同時満カロ
時の ア ポ ト ー シ ス 誘導 と の関連性
図7 に示す よう に培養細胞 の D N Aヒ ス ト グ ラ ム に お い て は
蛍光強度の 低 い 方 か ら順 に G O G l期お よ び M 期 を示す二 つ の ピ
ー ク が 形成さ れ , そ の 間 の部分がS期 に相当 した . ア ポ ト ー シ
ス を生 じた 細胞 は D N A含量の 減少の た め, G O G l期 よりも蛍光
強度 の 弱 い 部分 に ピ ー ク (sub-G lピ ー ク)を形成 した .
高濃度 血 a-Cを添加 して6時間培養 した E u O細胞 で は , S期細
胞 の 減少 と と も に s ub-G lピ ー ク が 出現 し た (図8). 一 方, 低
洩度 血 甘 Cを添加 して30時間培養する と 図9 に示すよう に, コ
ン トロ ー ル (図9 A)と 比較 して Ara-C O.5FL M 添加群 (図9 C)で
はS期の 延長効果, Ar a- C Ip M 添加群 (図9E)で は G l-S移行
期 へ の 細胞 の 蓄積を認め た . コ ン ト ロ ー ル にIgM 抗 Fa s抗体を
単独で添加す る と , S ub-G lピ ー ク が 出現 した (図9 B)が 細胞周
期 に は 大きな変化 は な か っ た . 低濃 度Ara-C に 24時間後 か ら
IgM 抗 Fa s抗体を添加 した 群 (図9 D, F)で は s ub- Gl ピー ク が著
明 に増加した . しか し, こ の 際の sub- G l ピー ク以外 の D N Aヒ
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Fig. 9. DN A histogr a m s of H L60ce11stre ated wi th lo w
-do s e of Ara-C and/ orIgM a nd-Fa sMoAb･ (邦Co ntroIcells･ (B)IiL60c ells
tre ated wi thIgM anti
-Fa sMoAb for6hr･ (C)HL60c ellstre ated wi th 0･5 FL M of Ar aqCfo r30hr･ (D)H L60c ellstre ated wi th 0･5 p M of
Ara,C c o mbin ed withthe M oA b. (E) H L 60c ellstr e ated wi th 1FL M ofa ra･C for30hr･ (F)H L60c ellstre ated with 1FL M ofa ra
-C
C O mbin ed wi th theM oA B.
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考 察
Ara-C は, こ れ ま で U937, H L60, K G l等の 骨髄性白血 病細
胞株 にア ポ ト ー シス を誘導す る こ とが 知 られ て い る7)12)13). 従来
の 報告 で は Ar むC に よ る アポ トー シ ス の 誘導 は濃度お よ び 時間
に依存性であり , 10FL M 以 上の Ar a- Cの 添加で 4 か ら6時間後
に こ れ らの 細胞 に明瞭な ア ポ ト ー シ ス が 誘導され る . し か し,
1〃 M の 濃度で は ア ポ ト
ー シス の 誘導が遅れ , 24時 間以降 にな
っ て は じめ て ア ポ ト ー シ ス 細胞が 出現 し, そ れ 以下 の濃度 で は
ア ポ ト ー シ ス の 誘導 は困難 とされ て い る乃 軌 3). 今 回の 実験 にお
い て もAra- C単独添加 に よ る E L6 0細胞 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導の
程度は , 10〃 M お よ び30/ノ M の 高濃度で は6時間添加 に お い
て それ ぞ れ 平均7.0 % お よ び 18.1% であ っ た の に 村 し, 0.1/ノ M ,
0.5FL M お よ び1FL M の低漉度Ar a- C の添加で は30時間後 でも
それぞれ平均 0 %, 1.7% お よ び 7.2% と低く , こ れ ま で の 報 告
乃12)13)と同様で あ っ た .
臨床 上 の Ar むC投 与法 と血 渠膿度 と の 関係をみ る と , 難 治性
白血病 に用 い ら れ る Ara-C大量療法(3ない し5日 間Ar a･C 50 0 な
い し30 00m g/m ソ回 を 一 日2回急速静脈内投与す る方法)で は
10〃 M な い し100〃 M の 血 渠 濃度 が達成 できる . しか し, 通
常 に急性白血病 の 初回治療 に用 い ら れ て い る100mg/m 2/日 を7
日 な い し1 0 日間静脈内持続点滴する方法で は , Ar a- Cの 最 高血
祭中濃度は 1/ノ M 以下 で あ る
1仰
. また , 近年, 高齢者 の 白血
病症例 や骨髄異形成症候群か ら移行 した白血病症例 に対 して 試
み ら れ る Ar a-C少量療法は1 日量2 0m g/m
2の Ar a- Cを14日 ない
し21日 間皮下注射ない し持続静脈内注入する治療法で ある が ,
こ の 場合の 最高血祭中濃度 は持続静注で は0.01〟 M な い し0.1
〃 M に過ぎない し, 皮下 注射 でも30分後に最高血渠濃度 は 0.5
〃 M ない し1/∠ M に達す るも の の , 6時間後 に は測定感度以下
に まで 低下 す る
15)
. それ に も関わ らず, 通常 の Ar むC投 与量で
も体内 の白血 病細胞 は数 日 の 経過で著 しく減少 し, Ar a-C少量
療法でも20%ない し30%程度 の 症例 に寛解 が得 られ て い る . こ
の こ とか ら実際の 化学療法 で は Ara-Cの 直接的 な効果以外 の 腫
瘍除去作用が存在す る こ とも考えられる . ま た , 極 め て 低 い 血
祭中濃度 し か 得 られ な い こ と か らAr むC少量療法の 作用機序 と
し て 殺細胞効果 よりも分化誘導効果が提唱 さ れ て い る 28)29)が ,
正 確な腫瘍除去機序 は未だ に 不明である . 今回の 実験 で はIgM
抗Fas抗体を同時 に添加する こ と で Ar a-C に よ る H L 60細胞 の ア
ポ ト ー シ ス 誘導を増強する こ と が で きた. こ の こ と は , Fas抗
原を介 した ア ポ ト ー シ ス 誘導機構 が H L6 0細胞 の Ar a-C誘発性
ア ポ ト ー シ ス に促進的に作用す る こ とを示 して い る . Fa s抗原
は 臨床検体 か ら得 られ た多くの 白血病細胞表面にも発現 して い
る こ とが確認され て い る の で 30), Ar a-C に よ る生体内 で の 白血
病細胞 の 減少 にも Fa s抗原ゼa sリ ガ ン ド系を介す る ア ポ ト ー シ
ス 誘導磯序が促進的 に関与 して い る可 能性が考え られ る .
今 回の 実験で は常用量の 化学療法ない し少量 Ara-C療法 の 血
楽浪度に相当す る1FL M 以下 の 低濃度 の Ar a-C添加 にお い て 時
間経過と と も に Fa s抗原量の増加 が誘導さ れ , そ の 状態 にIgM
抗 Fa s抗体を併用する こ とで 著明 で相乗的なアポ ト ー シ ス が 誘
導できた . また , 0.05〃 M か ら0.1〃 M とい う極め て 低濃度の
Ar a-C におい て も反復投与 に よ っ て Fa s抗原 の 発現 は増強 した .
こ の ことは 生体内で の Ar むC投与時 の腫瘍細胞除去機構を推定
する上で興味深 い 現象であ る. あ る種の刺激 に よ っ て Fa s抗原
量が増加 し, そ の 結果と してIgM 抗 Fa $抗体に より ア ポ ト ー シ
ス が 増強す る こ と は他 の 実験系 でも認め ら れ て い る16)31 ト33). 骨
髄か ら 分離 され た造 血 幹細胞 は Fa s抗 原を ほ と ん ど発現 して い
ない が , イ ン タ ー フ ェ ロ ン ー γ や T N F- α を添加 し て培養すると
時間依存性 に Fa s抗 原の 発現 が誘導 さ れ, IgM 抗 Fa s抗 体によ
る ア ポ ト ー シス 誘導が 増強さ れ , 結 果と して 造血 コ ロ ニ ー の 形
成が抑制さ れ る こ とが 報告 され てい る32)33). こ の こ と は, Fa s抗
原-Fa sリ ガ ン ド系 が サ イ ト カ イ ン に よ る 造血 の 抑制 に関与 して
い る こ と を強く示唆す る所見である と 考えれ て い る
32)33)
. また,
痛治療の 分野で は, 低線 量の 放射線照射が肺癌細胞や造血前駆
細胞の Fa s抗原発現を増強 し, そ の 結 果IgM 抗 Fa s抗体 によ る
アポ ト ー シ ス が 増強 され る こ と が 報告 され て い る 34). 低濃度の
Ara-C の 長 期投与 が , 生 体内 にお い て 腫瘍細胞 の Fas抗原の 発
現 を克進 させ , 結果的 に Fa s抗原-Fa sリ ガ ン ド系を介 し た腫壕
細胞 の 除去 が行 わ れ る可能性も考えら れ る . ま た , Fa s抗原は
造血前駆細胞か ら成燕顆粒球 へ の 分化の 過程で発現 が増強する
こと が 知 ら れ , 一 種 の 分 化抗原であ る と の 考え方もあ る
22)33)35)
従 っ て上述 の 現象 はAr a-C少 量療法 の 分化誘導療法 と し て の側
面を示唆す る所見 とも考え ら れ る . 一 方 , Ar a- C大量療法 に相
当す る濃度 で は , Fa s抗 原量 の 増加 は認め ら れ ず, IgM 抗 Fas
抗体 との 併用効果 は相加的な
■
もの で あ っ た . こ の 結果 は, 血 a-
Cが直接的に白血病細胞 の ア ポ ト ー シ ス に 関与 して い る 可能性
を示唆 して い る と思 わ れ る. 今後, 化学療法施行中の 症例 にお
い て フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー 等 を用い て白血 病細胞 の Fa s抗原量
の 変動を検討す る こ と で 今回得 られ た 生 体外 で の 成溝 の 裏付け
が で きる もの と考え る.
一 方, ア ポ ト ー シス を調節す る因子 は単 一 で は なく, ア ポ ト
ー シ ス の 誘 導 は , Fa s抗原 な どの ア ポ ト ー シス を促進す る因子
とBcト2, Bcl-Ⅹ な ど の ア ポ ト
ー シ ス 抑 制因子 と の 複雑な バ ラ ン
ス に よ っ て 決定 さ れ る と 考え られ て い る2(〉). 今 回の フ ロ ー サイ
ト メ トリ ー に よ る検討 で は, い ず れ の 濃度 にお い て もArかC の
投与 に よ る Bcl-2蛋白 の 明ら か な変化 は認 め な か っ た の で , 本
実験系 で は Bcl-2蛋白が Ara-C に よ る ア ポ トー シ ス やIgM 抗Fas
抗体併用 に よ る ア ポ ト ー シス 増強効果 に関与 した 可能性は少な
い と思 われ る.
抗癌斉Ijの 投与が細胞周期 に変化をもた ら す こ と は よく知ら れ
て い る . 血 般 に Ar むC を は じ め とす る 代謝括抗剤 は , 低濃度で
はS期 の 延長作用 を有 し, 高濃 度 に な る に つ れ G トS移行期か
ら G l期に 細胞 が蓄積す る と さ れ て い る:i6). 近年 , フ ロ ー サ イ
トメ トリ ー を用 い て 核 D N A量 を 測定す る こ と に よ り , 細胞周
期 の 変化 と ア ポ ト ー シ ス の 発 現を同時に観察す る こ とが で きる
よう に な っ た . こ の 様な 手法 を用 い た研究 に より エ トポ シ ドヤ
フ オ ス トリ エ シ ン な ど の トポ イ ソ メ ラ ー ゼ 阻害性抗癌剤 によ る
ア ポ ト ー シ ス は , S期細胞 に特異的に生 じ る こ と が 明か とな っ
て い る
23)
. 今 回の 実験で は , 低濃度 Ar むC添加時 に観察 され た
細胞周期 の 変化 は こ れ ま で 知 ら れ て い る よ う に S期 の 延長と
Gl-S期 へ の 細胞 の 蓄積 であ っ た . 低濃度Ara-C添加時 は sub-Gl
ピ ー ク と して 認識 さ れ る ア ポ ト ー シス の 発現 は極 め て わず かで
あ っ たが , 高濃度 の Ar むC添 加時 に はS期細胞 の 減少 と とも に
アポ ト ー シ ス が誘導され る こ と が 明か と な っ た . す な わち高濃
度 の Ara-C に よっ て 誘発 さ れ るア ポ ト ー シ ス は , ト ポイ ソ メ ラ
ー ゼ 阻害剤 と同様に主 と してS期 に ある細胞 に発現す る と考え
られ る . 従来指摘さ れ て い た 高濃度 Ara-C に よ る G l期の 細胞
蓄積 は, S期細胞 が アポ ト ー シス を生ず る こ と に よ る見 か け上
の変化で ある可能性があ る. ･一 方 , Fa s抗原 を介 して誘導さ れ
Ara-Cに よ る ア ポ ト
ー シ ス の 誘導
る アポ ト
ー シ ス に , 細胞周期依存性 がある か 否か は 明か に な っ
て い な い が , も しある と すれ ば , 血 a-C によ る細胞周期 の 変化
が低濃度Ar a-C とIgM 抗 Fas抗体 と の 併 用で 生 じる ア ポ ト
ー シ
ス増強効果 に関係 して い る 可 能性がある . 本研究で は, 低過度
Ar a-C添加 に よ る細胞周期 の 変化 とIgM 抗 Fa s抗体 の ア ポ ト
ー
シス 誘 導と の 関連 に つ い て も検討 し た . 0.5/上 M の 血 a-C添加
によ るS期細胞 の 隠軋 1FL M の Ara-C添加 に よ る Gl-S移行期
の 細胞 の 蓄積が認 め られ る 状態の 下 でIgM 抗Fa s抗体を添加す
ると , い ず れ の 場合 にも ア ポ ト
ー シス 細 胞を示す著明な s ub- G l
ピ ー ク が み ら れ た . また , こ の 際 の s ub-G lピ ー ク 以 外 の D N A
ヒ ス ト グラ ム の 形態は , Ar a-C単独添加時 と ほ ぼ 同様で あ っ た ･
こ の こ と より , IgM 抗 Fa s抗体 の 併用 に より誘発 され た ア ポ ト
ー シ ス は G l期 と 同様 にS期 に も生 じ て い る と考えら れ , 今 回
の 実験 で は Fa s抗原を介 した ア ポ ト
ー シス に特有な細胞周期依
存性 は観察 され なか っ た .
本研究 の 結果は , 今後の 新 しい 悪性膿楊の 治療法の 開発 にい
く つ か の 示唆 を与えて い る. 第
一 はIgM 抗 Fa s抗体の 痛治療 へ
の応用 で ある . M o rim oto ら
:汀)は 実験的 に で は あ る が , ア ドリ
アマ イ シ ン あ る い は シ ス プ ラ チ ン とIgM 抗 Fa s抗体 の 併用が相
乗的な抗腫瘍効果をも た ら し, 多剤耐性腫瘍細胞株 に た い して
も有効 である こ と を報告し, IgM 抗Fa s抗体 の 痛治療へ の 応用
の 可能性を示唆 した . しか し, 生体 内で は正常細胞, 特に肝
細胞にも高度 に Fa s抗原 が発現 して お り , IgM 抗 マ ウ ス Fas抗
体を投与さ れ た マ ウス は肝細胞 の ア ポ ト ー シス に起因する激症
肝炎様の 病態で死亡す る こ とが 知 られ て い る
38)
. 従 っ てIgM 抗
Fa s抗 体の 抗腫瘍剤 と して の 臨床応用 は , 現 在の と こ ろ 困難で
あると 考え られ る . しか し, 今後Fa s抗 原に 関する研究 の 進展,
ある い は より腫瘍特異性 の 高 い 同種抗原 の 発見に よ っ て は , 比
較的少量 の 抗癌剤 と ア ポ ト ー シ ス 誘導蛋白の 併用 によ る よ り効
果的な治療法 の 開発 が期待 できる . 第二 は 抗癌剤の 投与法 へ の
応用で ある . 抗 腫瘍剤の 投与量を多く して 腫瘍の 根絶を図 る試
み は, 近年の 自家造血幹細胞移植の 成績か らも明 らか な よう に
限界があ る
3≦"
. また , 細胞周期特異性 の ある 抗癌剤も, 休止期
にあ る細胞 に は効果が な い . 抗癌剤の 投与法 の 選択 は極 め て難
しい が , 今回 の 実験 で示唆 さ れ た よう な抗癌剤の 濃度 に よ る ア
ポ ト ー シ ス 誘導機序 の 差異を利用す る こ と も有月ほ 方法である
と考えら れ る . ま た, 腫瘍細胞 の Fa s抗原量 の 増加を よ り効率
よく誘導する抗癌剤 の 投与法 の 研究 , さ ら に はFa s抗 原量の 増
加を誘導す るサ イ トカ イ ン や 抗癌剤 と , Fasリ ガ ン ドを持 つ 細
胞障害性丁細胞 を活性化する方法 と の 組み 合 わせ に よ る ア ポ ト
ー シス の 誘導も今後の 痛治療の 新 し い 手段 の
一 つ にな る と考え
ら れ る.
結 論
代謝括抗性抗癌剤 である 血 a-C に よ るア ポ ト ー シス の 誘導と
Fas抗原量お よび Bcl-2蛋白 の 発現量の 変化, お よ び こ れ ら と細
胞周期の 関係を明か にす る ため に, ヒ ト骨髄性白血病細胞株で
ある H L 60細胞 を用 い て 検討 した . H L 60細胞 に種 々 の 濃度 の
血 a- C と抗Fa s抗体を添加 して 培養 し, 誘導さ れ る ア ポ ト ー シ
ス を形態学的な ら び に 生 化学的に観察する と と も に, フ ロ
ー サ
イ トメ トリ ー 法を用 い て Ara,C投与時 の Fa s抗原量, Bcl-2蛋白
の発現 , お よ び細胞周期 の 変化を解析 し, 以下 の 結果を得 た ･
1
. 10〃 M ない し3叫 M の 高濃度 血 む C で は, 添加6時間
後 に著明 な ア ポ ト ー シス が 誘導 さ れ た . 一 方 , 0.1/∠ M か ら1
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〃 M の 低過度の 血 甘 C添加で は, 1〃 M に おい て30時間後 にわ
ずか なア ポ ト ー シス が み ら れ た の み で あ っ た .
2 . Ara-C とIgM 抗 Fa s抗体 と の 併用添加で は, い ず れ の 濃
度の Ar むC におい て もア ポ ト ー シ ス の 発現頻度 は増加 し たが ,
そ の 程度は低濃度 Ara-C に おい て 著 しく, 相乗的で あ っ た .
3 . 低過 度の Ara-C添 加24時間後 に H L60細胞の Fa s抗 原畳
に増加が み られ , こ の こ と が併用添加 に よ る ア ポ ト ー シ ス の 増
強 に 関与 し てい るもの と考え られ た .
4 . Ar a-C投与 に よりBcl-2蛋白の 発現畳に変化 は み ら れ なか
っ た
.
5 . 細胞周期の 検討 で は, 0.5〃 M の 血 甘 C添加でS期の 延長,
1FI M で は G l
-S移行期 へ の 蓄積 が み られ , こ の 状態 にIgM 抗
Fas抗 体を添加す る と細胞周期非依存性 に ア ポ ト ー シ ス が 誘導
され た . 10〃 M 以 上の 漉度で は 血 甘 C単独 で もS男鋸こあ る細胞
で ア ポト ー シス が観 察さ れ た.
6 . 以 上 の 結果 より, Ar a-C添加 に よ る ア ポ ト ー シ ス の 発現
に は , 高膿度で は その 直接作用が関与 し, 低浪度で はFa s抗原
の 誘 導を介 して促進 され る 可能性が示 され た.
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T heprese nt study w aspe rfbrm edto clarifythe relatio nship bet w en the apoptosis of leukemic c e11sind
uc edby l-βMD -
ar abinofura n osylcytosin e(Ara-C) and apoptosis-r elated pr oteins, Fas antigen and Bcl
-2 protein, a S Wellas the cellcycle･
Hu m an myeloidleukemia c elllin e HL60 c ells w eretre ated with v ariou s c on c entr ations ofAra
-C and /o rIgM anti-Fas
m o noclo n alantibody(M oA b), a nd then proportionsofapoptosis w e re e v alu atedby m orphology ofGiem s a
'
sstain and DNA
ele ctrophoresis･ Sim ultan e o u sly, Changesin e xpr es sion s ofthe F
a santlgen a nd Bcl-2 protein , a ndin c ellcycle ofAr a
-C-
treated cells wer ein v e stigated with flo w cytom etry･ Distinc
t apoptosi w as observ ed whenc els w eretre ated witha high
qdo s e
of Ara- C(10 0 r3 0FL M)for 6 hr, Which is co mparableto plasm a c on centr atio n obtainedin high
qdos e Ara-C therapy･
Ho w e v er,1ittle apoptosis w as obse rv ed whe n cells w eretre ated for30 hr with alo w
-dose ofAr かC(0･1, 0･5, OrlFL M), Which
isco mparabletoplas ma c o nc entr ation obtain ed in c o
nv entionalo rlow-doseAr aq C therapy･ W ith the additio n ofIgM anti
-Fa s
MoA b, the indu ctio n of apoptosis by Ar a
- C w as e nhan ced･ M o r eo ve r, by the c ombin atio n with the M oA bafter the
pretre atm e nt with low
N do s eofAra- C for24 hr, theinduction ofapoptosis was e nha n c ed synergistically, Whiletheinduction of
apoptosisbythe com bination ofa high
-dos e of Ara- C a ndthe M oA bw as enhanced additively･ Flow cyto m etric study re v e aled
that the expres sion ofcells u rfa c eFa s a ntlge nincre as ed when c ells wer etr e ated with alo w
-do s eof Ar a- C fo r24 hr, a nd this
eff tct wa s e nha nced by repe atlng the administration ･ T he e xp
re s sio n of Bcl-2pr otein didno t cha nge afte rthe tre atm e n
t with
Ara-C. Cellcycle a n alysis show ed that the tr eat me nt with a high
-do s e of Ara-C for6hrinduced Sphas e- SPe Ci鋭c apoptosis,
and the tr e atm e nt with alo w-dose of Ar a- C for30 hrinduced Sphaseprolongation or G トS boundaryblock･ A d dition of IgM
anti- Fa sM oA bto the c ells tre ated with alo w-do s e of Ara- C indu c edpromin en t apoptosis c e11cycleindepe nde ntly･ T he re s ult
of th is studyindic ated that apoptosisinduced by
alo w-do se of Ar a-C w as a c c eler ated with Fa s-Fa sligand syste m thro ughthe
in c re asein e xpre s sio n of Fas antlgen, and a high
-dos eof Ara-C indu c ed Sphasespe cific apoptosis byits
dire ct effect･ T he s e
findings sho w that no t only m odific ation s ofthe schedule oftr ea t m
e nt a nd the dos e of antic a ncer dr ugs butals othe
ap plication of Fa s
- Fa sligand syste m in viv o may efftctiv elyindu c e
apoptosis of ca n ce r c ells, and c o ntribute t oimprov ed
Ca n C e r Che mo ther ap y.
